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产河豚毒素菌株的分离鉴定
王少蓉 郁昂
( 厦门大学 近海海洋环境科学国家重点实验室 环境科学研究中心，厦门 361005)
摘 要: 从厦门同安海域的黄鳍东方豚( Fugu xanthopterus) 卵巢组织中分离纯化出 59 株菌株，通过小鼠试验筛选出 11
株产毒菌株，并对其中产毒能力较强的 EL10 菌株的发酵产物进行高效液相色谱分析，初步认定发酵产物中含有河豚毒素。
同时对 EL10 菌株进行 16S rDNA 鉴定，结果表明该菌属于希瓦氏菌属( Shewanella) 。
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Abstract: The study showed that 59 strains of bacteria were isolated from the ovaries of Fugu xanthopterus，among which，
11strains of poisonous bacteria were found by mouse test. Result indicated that that strain EL10 could produce tetrodotoxin through
HPLC，which was identified as Shewanella based on its physiological and biochemical characteristics and 16S rDNA sequence.
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河豚毒素( Tetrodotoxin，TTX) 是一种剧毒的非
蛋白天然毒素，它能选择性的与细胞膜表面 Na + 通
道上的蛋白质受体结合，阻断 Na + 内流，从而抑制
神经冲动的传导［1］，其毒性是氰化钠的 1 250 倍［2］。
TTX 对小鼠的半致死剂量 LD50 约为 8 μg /kg，对人








及海星等众多的海洋生物中，20 世纪 90 年代，许多
科学家陆续从多种含 TTX 的动物体内分离到一些





物学特性研究及 16S rDNA 序列分析。
1 材料与方法
1 1 材料
1 1 1 试验动物 黄鳍东方豚 捕自厦门同安海
域; 昆明小鼠( 19 － 21 g) 由厦门大学医学院抗癌中
心提供。
1 1 2 试剂 TTX 标准品购于大连瑞芳生化物品
有限公司。
1 1 3 培养基 改良 ZoBell 2216E 培养基: 蛋白胨
6 g，酵母膏 10 g，蔗糖 20 g，NaCl 10 g，KH2PO4 2 5
g，水 1 000 mL。改良 Emerson 培养基: 蛋白胨 4 g，
酵母膏 10 g，牛肉膏 4 g，葡萄糖 10 g，水 250 mL，海
水 750 mL。
1 2 方法
1 2 1 菌株分离纯化 将采集到的黄鳍东方豚样





1 2 2 发酵液前处理 将分离纯化的菌株接种于
液体培养基中，28℃ 200 r /min，发酵 48 h。离心收
集菌体，用 0 1%乙酸悬浮，超声破碎，并 100℃煮沸
10 min，离心得毒素粗提液。
1 2 3 小鼠试验处理 取 1 mL 粗提液对 20 g 左
右的昆明雄性小鼠腹腔注射，并观察其症状。
1 2 4 EL10 细 菌 产 毒 物 质 ( TTX ) 的 确 定 将
EL10 细菌粗提液过 C18 固相萃取柱，用 0 1% 乙酸
溶液洗脱，过柱清液经冷冻干燥器冻干后，用高效液
相色谱流动相溶解。溶解液用 3 000 分子量的超滤
离心管( Millipore) 离心过滤，收集的过滤液直接用
于 HPLC 分析。
HPLC 分析条件: 流动相: 含 2 mmol /L 庚烷磺酸
钠离子对的 0 05 mol /L 磷酸氢二钠、磷酸二氢钠的
缓冲溶液，pH6 8; TTX 标液: 0 25 μg /mL; 加标样品:
含 0 25 μg /mL 的 TTX 标准品; 检测波长: 205 nm; 流
速: 0 4 mL /min; 柱温: 常温; 进样体积: 20 μL。
1 2 5 EL10 的形态特征及生理生化特征检测 参
照《常见细菌系统鉴定手册》［7］中的方法进行，生长
曲线中的菌体密度用 OD600表示。
1 2 6 EL10 菌株的分子生物学鉴定 提取 EL10
菌株 DNA，采用通用引物扩增菌株 16S rDNA 基因
序列。正向引物序列为 27f: 5′-GAGAGTTTGATCCT-
GGCTCAG-3′; 反向引物序列为 1495r: 5′-CTACGGC-
TACCTTGTTGTTACGA-3′。反应条件: 95℃ 5 min，
94℃ 1 min，55℃ 1 min，72℃ 45 s，30 个循环。将
PCR 产物送上海美季生物技术有限公司测序，将






对其中 毒 性 较 强 的 EL10 菌 株 发 酵 提 取 液 进 行
HPLC 分析，结果( 图 1) 表明，EL10 菌株样品、加标
样品在 205 nm 处与标准品出一致的波峰，其保留时
间分 别 为 5 363、5 354 及 5 353 min，初 步 证 实
EL10 菌株提取物得到的毒性成分为 TTX。
图 1 EL10 菌株样品、加标样品及 TTX 标准品色谱图
2 2 EL10 菌株的形态特征及生理生化特征
EL10 菌株的菌落呈棕褐色，不透明，直径 5 －
8 mm，表面湿润光滑，边缘整齐，老龄菌落为透明
状，为革兰氏阴性菌; 菌体细胞为短杆状，无芽孢。
EL10 菌株的生长曲线如图 2 所示，生理生化特征结
果如表 1 所示。
图 2 EL10 生长曲线
2 3 EL10 菌株的分子生物学鉴定
16S rDNA 是属种鉴定的分子基础，是细菌系统
分析研究中常用分子指标。本研究通过测定 EL10
菌株的 16S rDNA 基 因 测 序，并 将 所 得 序 列 输 入
GenBank 中的 BLAST 程序进行比较分析，发现它同
Shewanella alga 的同源性为 100%，因此可以确定该
菌为希瓦氏菌属。
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特征检测，并通过 16S rDNA 序列对其进行了分子
鉴定。16S rDNA 序列是细菌分子鉴定的重要指标，
也是细菌快速鉴定的有效手段。通过 16S rDNA 序
列对比，该菌与 Shewanella alga 的同源性为 100%，
可认定为希瓦氏菌属。EL10 菌株的种属鉴定为今
后的发酵研究奠定了基础。
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